


















in melanoma  it  promotes  cells migration  and  invasion  as well  as  neoangiogenesis.  The annual 
mortality rates related to metastatic melanoma are high and novel agents are needed to improve melanoma 
patients’ survival. It has been shown that lectins specifically target malignant cells since they present 





trefoil effects  in a zebrafish  in vivo model,  transplanted with human melanoma cells expressing 











genes  controlling  metabolism,  which  promote  cell  proliferation  and  tumour  growth.  Genomic 























linked  to Ras  in mechanical stress  induction.  In addition, RUNX2  induces PI3K/Akt activation  in 
breast cancer cells; RUNX2’s contribution to breast cancer invasiveness via mTORC2 has also been 






involvement  in  the  neoangiogenesis  process.  Among  the  deregulated  proteins  involved  in 
angiogenesis we  found  fatty  acid  synthase,  chloride  intracellular  channel  protein‐4,  heat  shock 









The  coding  sequence  insertion  in plasmid pET22b  allowed  the  expression of  a  recombinant 
protein with a C‐terminal six histidine tag. Using a vector pWaldo‐GFP a recombinant protein, called 
BEL green, fused with Green Fluorescent Protein (GFP) and tagged with eight C‐terminal histidines 





comparable  to  the non‐fluorescent one. Both proteins were purified using an  IMAC  column,  i.e., 
exploiting the affinity of  the his‐tag  for  the nickel  ions. They were eluted  from the column with a 
gradient from 10 to 350 mM imidazole and two peaks were obtained for both recombinant proteins 
as  shown  in Figure  1,  referring  to  the  Fluorescent BEL  β‐trefoil:  the  first peak  at  low  imidazole 
concentration corresponds to unwanted nonspecific contaminants, whereas the second peak contains 
the rather pure BEL ‐trefoil. The next purification step, after the His‐tag cleavage, was achieved by 
















In  order  to  evaluate  the  role  of  BEL  β‐trefoil  in  affecting  the  spreading  ability  of  RUNX2 




zebrafish  (treated  and  untreated)  at  the  end  of  the  observation  period was  reduced  exclusively 
because of mortality (around 60% for all groups).   
 















Figure  3.  The  number  of  cells  spreading  was  lower  in  BEL  β‐trefoil‐treated  zebrafish  (T:  n45) 
compared to controls (C: n38) (p < 0.05). Representative images show untreated (A) and BEL β‐trefoil‐
treated (B) zebrafish. At 7 dpi, initial metastases (indicated by white arrowheads) are detectable in 



























were  downregulated  (Figure  6).  Consequently, we  analyzed  additional  genes  involved  in  bone 
remodeling.  In particular, we analyzed  the expression of  receptor activator of necrosis  factor  κ‐β 
(rank) gene and of alkaline phosphatase  (alp) gene. Our  results  showed a  statistically  significant 











ovarian  epithelial  cancer, prostate  cancer,  lung  cancer,  thyroid  cancer  and  in  osteosarcoma  [14]. 
Lectins  are  biomolecules  holding  at  least  one  non‐catalytic  domain  able  to  bind  specific 
monosaccharides or oligosaccharides  [15].  In  fact,  lectins  recognize  some  sugar moieties, altering 
cellular physiology and inducing cellular disorders [15]. Therefore, this ability has been exploited to 
identify altered glycans as well as  to  induce apoptosis  in  cancer  cells  [16]. However,  in order  to 
consider these biomolecules as potential tools against cancer, in‐depth studies need to be performed. 
Recently, we  demonstrated  that  BEL  β‐trefoil  affected  the  viability  of melanoma  cell  lines  [9]. 
Interestingly, we also observed that BEL β‐trefoil treatment reduced RUNX2 expression in melanoma 
cell lines in a dose‐dependent fashion [9].   
With  the  aim  to  explore  BEL  β‐trefoil  effects  in  vivo,  we  have  employed  zebrafish 
xenotransplanted with melanoma cells. Our  results have demonstrated  that  the BEL  β‐trefoil can 
spread  in  the  tissues  and  that  it  remains  detectable  for  a  few  days.  Importantly,  BEL  β‐trefoil 
treatment was not toxic for zebrafish, as we observed  the same mortality rate  in both treated and 
untreated  individuals.  In  zebrafish  transplanted  with  melanoma  cells  without  BEL  β‐trefoil 
treatment, the number of spreading cells as well as the number of metastases was higher compared 
to treated individuals. In particular, in the presence of the BEL β‐trefoil, most of the melanoma cells 
remained  in  the  injection area  (yolk area) and a  lower cell number was able  to migrate and  form 
metastases, compared to untreated controls. However, BEL β‐trefoil affected also the expression of 
endogenous runx2. Runx2 has an important role in bone formation and in bone remodeling [17,18]. 





coding  for a glycoprotein  involved  in osteoblast differentiation  [21]. In particular, considering the 
young age of the zebrafish used, the observed downregulation of runx2 and upregulation of alp may 
provide  evidence  of  osteogenic  maturation  rather  than  a  commitment  towards  osteogenic 
differentiation.  In  fact,  the  expression  of  RUNX2  needs  to  be  downregulated  in  order  to  allow 




























A375 melanoma  cells  (purchased  from American  Type  Culture  Collection—Rockville, MD, 
USA) were cultured at 37 °C, 5% CO2 and passaged in growth medium DMEM (Invitrogen, Carlsbad, 
CA),  supplemented  with  10%  FBS  (fetal  bovine  serum)  and  antibiotics  (1%  penicillin  and 
streptomycin) and 1% glutamine. 
4.3. Cell Staining   
Cells  were  detached  and  harvested  by  scraping,  washed  and  counted  using  CountessII 
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA) suspended at a density of 1 × 106 /mL and stained with a 
lypophilic fluorescent dye that in zebrafish is stable for two weeks according to the literature [23]. 
Staining with DiI  stain  (red) Vybrant Cell‐Labeling Solution  (Molecular Probes, Eugene, Oregon, 
USA) was performed for 20 min at 37 °C according to the protocol provided by the manufacturer. 
4.4. Zebrafish Handling and Xenotransplantation 




Zebrafish embryos were obtained  from natural spawning of nacre adults  (ZFIN database  ID: 
ZDB‐ALT‐990423‐22), raised according to standard protocols [24] and staged according to Kimmel 
[25].   
For  xenotransplantation,  embryos  were  mechanically  dechorionated  at  2  dpf  (days  post‐
fertilization),  anesthetized  with  tricaine  0.16  mg/mL  and  placed  along  plastic  lanes  on  a 
transplantation mould, immersed in 2% methylcellulose/fishwater (all reagents from Sigma‐Aldrich, 
St. Louis, MI, USA).   
Stained  cells  (about  50  cells/embryo)  and  BEL  β‐trefoil:GFP  (0.25  μM)  were  loaded  in  a 
borosilicate glass  capillary needle  and microinjected  into  the yolk, using Eppendorf FemtoJet  4x 
microinjector  and  Eppendorf  InjectMan  micromanipulator  (Eppendorf,  Hamburg,  Germany). 
Xenotransplanted embryos were grown at 33 °C and monitored daily and documented from 1 day 
post injection (dpi) up to 1 week (experimental endpoint, 9 dpf). Imaging was performed using Leica 
M205FA  fluorescence microscope  (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Melanoma  cells were 
stained with Vybrant DiI  (red)  stain. We  considered  the number of  stained  cells  as we  reported 
previously [10]. In particular, stained cells were quantified by Manual Cell Counting using Image J 
software.  To  evaluate  cellular  spreading,  cells  dispersed  throughout  the  fish  body  have  been 
considered metastatic cells, whereas cells confined inside the yolk sac area have been considered non‐
metastatic  cells,  as previously  reported  [26].  In particular, we  considered  those  cells  that  left  the 
perivitellin area as metastatic, whereas we defined those cells which remained in the injection area 
as “in situ”. Every site with melanoma cells outside the perivitellin area has been considered as a 




At  the experimental endpoint  (9 dpf),  larvae were euthanized and collected. Total RNA was 
extracted  using  Qiagen  RNeasy  kit  (Qiagen,  Hilden,  Germany)  following  manufacturer’s 
instructions. RNA concentration was determined using Qubit fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). 





(Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA)  were  used:  runx2a  (fw  GACGGTGGTGACGGTAATGG,  rv 
TGCGGTGGGTTCGTGAATA),  runx2b  (fw  CGGCTCCTACCAGTTCTCCA,  rv 
CCATCTCCCTCCACTCCTCC),  alp  (fw  CAAGAACTCAACAAGAAC,  rv 
TGAGCATTGGTGTTATAC),  rank  (fw  GCACGGTTATTGTTGTTA,  rv 
TATTCAGAGGTGGTGTTAT)  and  as  housekeeping  gene  actb1  (fw 
CCCAAAGCCAACAGAGAGAA, rv ACCAGAAGCGTACAGAGAGA). For each amount of RNA, 
three  independent experiments with three replicates for each sample were performed. The fold of 
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